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論文の内容の要旨 
 
（目的） 
TRIM27（別名 RFP）は、TRIM ファミリータンパク質の１つであり、RINGドメインを持つことから、
ユビキチン E3 リガーゼとして機能すると考えられる。いくつかの研究から、ユビキチン E3リガー
ゼは、アポトーシス、TNF-α、自然免疫シグナリングに重要な役割を果たすことが示されている。
しかし、TRIM27のこれらのシグナリングにおける役割は不明である。TRIM27 をヒト腎細胞 293Tに
過剰発現させると、アポトーシスを誘導することが報告されているが、そのメカニズムは不明であ
る。また SNPs と疾患とのゲノムワイドリンケージに関する研究から、ヒト TRIM27遺伝子は、いく
つかの自己免疫疾患に関与することが示唆されているが、実験的な証拠はない。本研究では、TRIM27
のアポトーシス、TNF-αシグナリングにおける役割を明らかにし、自己免疫疾患との関連を明らか
にすることを目的とした。 
  
 
(対象と方法) 
Trim27-/- 変異マウスは、TT2 ES 細胞における相同組換えを用いて作製した。TNF-αにより誘導
審査様式２－１ 
 
 -２
-14/0
6/25
14/0
されるアポトーシスを調べるため、TNF-α/GalN 誘導性のマウス肝障害モデルを用いた。マウス肝
障害は、血清中の ALT, AST、肝臓抽出液中のカスパーゼ 3/8、肝臓切片での TUNEL アッセイによる
病理学的解析により調べた。マウス線維芽細胞は E14.5 胎仔から分離し、培養継続中に自然に不死
化した線維芽細胞株も併わせて用いた。細胞増殖への影響を調べるため、TNF-α, シクロヘキシミ
ド、抗 FAS 抗体, TRAIL、エトポシド、USP7 阻害剤 HBX 41,108 などを加え、解析した。TNF-α 受
容体レベルはフローサイトメトリーにより解析し、NFκB 活性は、ゲル移動度シフトアッセイによ
り調べた。NFκB 標的遺伝子の発現レベルは、qRT-PCR 法により解析した。TRIM27, USP7, RIP1 の
細胞内局在は、免疫染色と Nycodenz 密度勾配分画法により解析した。RIP1, TRIM27, USP7 のユビ
キチン化の程度は、293T細胞と線維芽細胞株において発現するこれらのタンパク質を免疫共沈させ、
続いて結合するユビキチンをウエスタンブロッティングにより検出した。RIP1, TRIM27, USP7 の間
の相互作用、TNF-α により誘導される 複合体 II の形成は、免疫共沈法により調べた。293T細胞
と線維芽細胞株において、USP7の発現レベルを低下させるために、特異的な siRNAをトランスフェ
クションにより導入した。自己免疫疾患 I 型糖尿病における TRIM27 の役割を調べるため、
streptozotocin (STZ) により誘導されるマウス糖尿病モデルを用いた。 
 (結果) 
マウスにTNF-α/GalN を投与すると、肝障害が誘導される。Trim27-/- 変異マウスでは、野生型
マウスに比べ、肝障害の程度が明らかに弱かった。さらにマウス線維芽細胞では、TNF-α/CHX に
より誘導されるアポトーシスの程度が、野生型細胞に比べ低いことが示された。TNF-αシグナリン
グでは、複合体 I 依存性の生存シグナリングと複合体 II 依存性のアポトーシスシグナリングの
２つが存在する。前者の下流のNFκB 標的遺伝子（cFLIP, cIAP2, A20, ICAM）の発現は、Trim27-/- 
細胞と野生型細胞で差がなかった。一方、複合体 IIの形成を免疫共沈法で調べると、Trim27-/- 細
胞では複合体 IIの形成が低下していた。このメカニズムをさらに詳細に解析した所、１）TRIM27
は脱ユビキチン化酵素USP7をユビキチン化し、その活性を活性化すること、２）活性化されたUSP7
はRIP1からユビキチンを除去することが示された。種々のユビキチン変異体を用いた解析から、
RIP1からはK27, K29, K48 にリンクしたユビキチン鎖がUSP7によりはずれることが示された。これ
まで他のグループにより、RIP1からの脱ユビキチンは、複合体 II の形成に必須であることが示さ
れている。以上の結果から、TRIM27はUSP7を介して、RIP1の脱ユビキチン化を促進することにより、
TNF-αによるアポトーシスを正に制御することが示された。 
一方、TRIM27と自己免疫疾患との関連を明らかにするため、STZにより誘導されるマウス糖尿病
モデルを用いた。Trim27-/- マウスは野生型マウスに比べ、STZ誘導性の糖尿病を発症し易いことが
示された。Trim27-/- マウスでは、β細胞の減少、活性化カスパーゼ3 シグナルの亢進、さらにT細
胞浸潤の亢進が認められた。以上の結果は、TRIM27遺伝子の変異が、I型糖尿病などのある種の自
己免疫疾患の発症に関与することを示唆するものである。 
 (考察) 
本研究により、TNF-α シグナリングにおいて重要な役割を果たす RIP1 のユビキチン状態は、
TRIM27 と USP7により巧妙に制御されていることが示された。また、TRIM27 遺伝子の変異が I型糖
尿病などのある種の自己免疫疾患の発症に関与する実験的証拠が得られた。これらの結果は、
TNF-α シグナリングの分子メカニズムや、ある種の自己免疫疾患の分子メカニズムを理解する上
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で、大変重要である。Trim27-/- マウスでは、TNF-α によるアポトーシスが低下しているため、自
己抗原反応性の T細胞が増加し、それがβ細胞を攻撃し、I型糖尿病を発症すると推定しているが、
これを証明するためには、さらなる研究が必要である。RIP1 は細胞質に局在し、その脱ユビキチン
化は細胞質で起きることが確認されている。一方、TRIM27 と USP7 は核内でも共局在することを確
認しているので、核内では転写因子などの別に標的因子のユビキチン化状態が、TRIM27/USP7 によ
り制御されている可能性がある。 
 
審査の結果の要旨 
 
(批評) 
 本論文は TRIM27 が USP7 を介して RIP1 の脱ユビキチン化を促進することによって、
TNF-alpha によるアポトーシスを正に制御することを初めて示した価値の高い論文である。また
TRIM17 と自己免疫疾患との関連についても示しており、医学研究の観点からも価値がある。 
 平成 25 年 12 月 25 日、学位論文審査委員会において、審査委員全員出席のもと論文について説
明を求め、関連事項について質疑応答を行い、最終試験を行った。その結果、審査委員全員が合格
と判定した。 
よって、著者は博士（医学）の学位を受けるのに十分な資格を有するものと認める。 
